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Abstract
　　　　Several　quantitative　assays　of　enteroviruses　were　reported　so　far，　however　without　completely　investigating
its　clinical　significance．　ln　this　study　we　developed　a　highly　sensitive　quantitative　assay，　and　we　investigated　the
quantification　of　enterovirus　in　cerebrospinal　fluid　（CSF）．　We　developed　real　time　PCR　by　using　a　LightCycler
and　specific　TaqMan　probes　of　the　consensus　regions　of　the　5’　no－coding　region　based　on　the　sequence　data
earlier　obtained　in　our　laboratory．　CSF　samples　were　obtained　from　patients　with　meningitis　and　encephalitis．
There　was　neither　any　significant　correlation　in　the　number　of　copies　within　the　groups　with　different　levels　of
severity，　nor　in　the　number　of　copies　in　CSF　correlating　with　cell　count，　glucose，　Cl　of　CFS．　There　was　a
significant　correlation　between　the　number　of　copies　and　the　concentration　of　protein　in　CSF．　On　the　other
hand　the　viral　loads　in　patients　under　4　years　old　were　higher　than　those　in　patients　over　4　years　old，　and
moderate　and　severe　cases　tended　to　concentrate　in　patients　aged　between　1　to　4　years．　Quantitative　assay　of
enterovirus　is　usefu1　in　chi　ldren　especially　between　1　to　4　years，　and　direct　neural　damage　due　to　enterovirus　is
suspected　to　correlate　with　sequelae　and　neural　manifestations．
Intorduction
　　Enteroviruses　（EV），　which　are　a　genus　within　the
食1mily　of　1）たornavかidae　v伽5，　are　mostly　recognized　in
the　pathogenesis　of　aseptic　meningitis．　The　frequency
is　assumed　to　be　70％　to　90％　of　the　number　of　cases　of
disease’）2）．　Serological　methods　or　virus　isolation　from
throat，　stool　and　cerebrospinal　fluid　were　used　to　diag－
nose　EV　in　the　past．　However，　those　methods　are　often
insuMcient　for　the　rapid　identification　of　a　viral　infec－
tion　of　the　central　nervous　system3）．　Recently　the
polymerase　chain　reaction　（PCR）　method，　which　detects
the　gene　of　the　virus　directly，　has　replaced　the　previous
methods　because　of　high　sensitivity　and　time　saving．
Fu曲ermore　several　quantitative　assays　of　EV　were
reported7－i‘）．　However　the　clinical　significance　was　not
completely　investigated．　ln　this　study　we　developed　a
highly　sensitive　quantitative　assay　of　EV　by　fluorescence
resonance　energy　transfer　（FRET）　using　specific　Taq－
Man probes　of　the　consensus　regions　of　the　5’　no－coding
region，　and which　consumed　less　time　and　had　much　the
same　sensitivity　on　past　PCR　assays．
Materials　and　Methods
　S呵ects
　　We　subjected　105　samples　of　cerebrospinal　fluid
（CSF）　which　was　k pt　at　一800C　in　our　institute．　We
assayed　nest d－PCR　and　the　quantitative　assay，　and
xamined　the　relevance　rate．　We　investigated　the　clini－
cal　sympto s and　findings　of　CSF　（cell　coung　concen－
tration　of　glucos ，　Cl，　protein）　of　the　patients　whose
amples　were　positive　in　both　assays．　We　classified　the
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samples　into　3　categories　of　mild　（headache，　stiffness　of
neck　and　vomiting），　moderate　（convulsion　and　uncon－
sciousness　from　which　recovery　in　made　without　any
sequelae）　and　severe　（sequelae　after　infection）．　Among
those　patients　2　patients　had　episodes　of　simple　febrile
seizures　in　the　past．　Five　patients　were　followed
because　of　mental　retardation　（three　in　the　mild　group，
and　one　each　in　the　moderate　and　severe　groups）　includ－
ing　Poly　X　syndrome　and　Down　syndrome．　Patients
suffering　from　other　diseases　（purulent　meningitis，
influenza，　rotavirus　enterocolitis，　subdural　hemorrhage，
and　epilepsy）　were　excluded　from　this　investigation．
We　expressed　the　severity　with　three　categories　and　we
aSsigned　a　numerical　value　to　each　level　of　severity　（mild
cases：　n＝34，　moderate　cases：　n＝15，　severe　cases：　n＝
3）（Table　1）．　We　compared　the　number　ofcopies　in　the
three　groups　to　see　whether　any　significant　difference
existed　at　a　critical　rate　of　5％．　Between　1　to　4　years　o　ld，
the　severity　of　patients　tended　to　become　higher　than　in
patients　under　1　year　old　or　over　4　years　old．
　　RT－PCR　and　sequencing
　　The　primers　of　nested　PCR　and　quantitative　assay
were　selected　from　the　consensus　region　of　5’　no－coding
region　of　EV．　RNA　was　extracted　from　140　ptl　of　CSF
using　a　QIAamp　Viral　RNA　Mini　Kit　（Qiagen　Tokyo，
Japan）．　The　RNA　pellet　was　redissolved　in　20　pt　1　of
sterile　distilled　water　including　RNA　inhibitor　（TaKa－
Ra，　Tokyo，　Japan）　at　a　final　concentration　of　1　U／pt　l
and　6．2　pt　1　of　RNA　was　applied　for　cDNA　synthesis．
RNA　was　reverse－transcribed　with　AMV　reverse　tran－
scriptase　（Life　Sciences，　St．　Petersburg，　FL）　at　500C　for　1
Table　1　Level　of　severity　and　age　category　of　patients
Age　（year） Number　of　samples
Mild
〈1
1－4
＞4
16
3
15
Moderate
〈1
1－4
＞4
5
8
2
Severe
〈1
1－4
＞4
0
3
0
h，　using　E　l‘）　anti－sense　primer　（Table　2）．　Nested　PCR
was　done　by　a　modified　method　we　previously　report－
ed5）．　The　f rst　PCR　was　done　with　a　set　ofEl　and　E2‘），
at　the　second　PCR，　which　amplified　197　nucleotides
including　 rimer　w th　a　set　of　R　16）　and　RM　13－R25），
which　yielded　the　165－bp　product　including　primer
alignments．　After　the　second　PCR，　products　were
l ctrophoresed　in　2％　Nuseive　3：1　agarose　gel　（Cam－
brex　Bio　Science　Rockland，　lnc．　Rockland，　ME，
USA）．　EV　posit vity　was　confirmed　by　staining　by
ethidium　bro ide．　Direct　sequencing　of　positive　sam－
ple was　carried　o　ut　using　a　Taq　Dye　Primer　Cycle
Sequencing　Kit　（Applied　Biosystems，　Tokyo，　Japan）．
The　nucleot de　sequence　was　analyzed　with　an　automat－
d　nucleotide　analyzer，　the　373A　DNA　sequencer　（ABI）．
　 Real－time　RT－PCR
　　The　quantativ 　assay　was　done　using　the　same　inner
primers　of　nested　PCR　and　probes　which　was　made
a cording　to　the sequence　data　of　nested　PCR　products．
Two　different　fluorescent　oligonucleotide　probes，　the
donor　and　acceptor，　are　designed　to　hybridize　to　the
ampl con　in 　head－to－tail　arrangement　between　the
f rward　and　reverse　primers，　which　is　shown　in　Table　2．
The　TaqMan　probe　is　labeled　on　the　5’　end　with
fluorescein　（FAM），　and　is　labeled　on　the　3t　with
TAMRA．　During　the　PCR　annealing　step，　the　Taq－
Man probes　hybridize，　and　are　then　excited　and　emit　a
sequence－specific　fluorescent　signal．　The　fluorescence
was　measured　by　a　LightCycler　（Roche　Diagnostics
GmbH，　Germany）．　The　reference　was　purified　from
PCR　products．　The　undiluted　solution　level　was　26．5
ng／pt　1　and　OD　260　nm　was　measured　and　calculated
1．67×10i’copies／pt　1．　Reference　was　diluted　by　10ng／
pt　1　of　deoxyribonucleic　acid　（DNA）．
　　5pt　1　of　synthesized　cDNA　was　mixed　with　O．3　ptM
（final　concentration）　of　the　inner　primers　and　O．1　pt　M
（final　concentration）　of　TaqMan　probes，　3　mM　of
MgC12，　and　LC　FastStart　DNA　Master　Hybridization
Probes　（Roche　Diagnostics　GmbH，　Germany）　in　20　pt　l
volume．　Cycling　was　performed　for　40　cycles　of
denaturation　（950C　for　10　sec．），　annealing　（620C　for　16
sec．）　after　incubation　at　950C　for　10minutes．　The
ramp　rates　programmed　at　200C／s　from　denaturation　to
annealing，　50C／s　from　annealing．　The　copies　in　sam－
ples　were　calculated　by　comparing　with　standards．　The
Table　2　Primer　sequence　and　a　TaqMan　probe　sequence
Name Orientation Sequence　5’一3r References
　　　　Rl
　　　　El
　　　　E2
　　RM　13－R2
TaqMan　probe
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Forward
　　　　　　　　　　　　ATTGTCACCATAAGCAGCCA
　　　　　　　　　ATGAATTCACCGGATGGCCAATCCA
　　　　　　　　　　　　　　CCTCCGGCCCCTGAATG
GGATAACAATTTCACACAGGGCCCCTGAATGCGGCTAAT
　　FAM－AGCGGAACCGACTACTTTGGGTGTC－TAMURA
　　　6）
　　　4）
　　　4）
　　　5）
this　paper
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limit　was　lO－2・5TCID50　using　dilutions　of　super　of　iso－
lated　virus　（Coxsackie　B2）．
　　Statistical　Analysis
　　The　statistical　analysis　（Fisher’s　Protected　Least
Significant　Difference，　Kruskal－Wallis　test，　Spearman’s
correlation　coeMcient　by　rank　test，　Mann－Whitney’s　U
test，　One－factor　ANOVA　test，　Student’s　t－test）　was　one－
sided，　P　values　that　were　less　than　O．05　were　considered
to　indicate　statistical　significance．　Statistical　analysis
was　perfoiTmed　with　Statcel　software　（OMS，　Saitama，
Japan）．
Results
　　Since　we　developed　nested　PCR，　the　sequencing　of
products　was　also　done．　We　analyzed　base　sequences
of　the　specimen　which　showed　positive　by　nested　PCR
method．　The　sequence　analysis　was　done　as　described
previously5）　in　6　patients　with　meningitis．　We　also
analyzed　the　sequences　of　isolated　viruses　from　CSF
which　were　obtained　from　patients．　As　a　result，　we
discovered　the　base　sequence　part　common　to　all　enter－
oviruses　in　5’　no－coding　region　（partly　shown　in　Fig．　1）．
We　used　the　part　as　a　TaqMan　probe．　We　analyzed　the
same　samples　with　nested　PCR　and　quantitative　assay．
When　we　assumed　nested－PCR　method　contrast，　the
sensitivity　of　quantitative　assay　was　88．0％　and　specificity
was　68．2％　（Table　3）．　Within　52　positive　samples　we
investigated　the　number　of　copies　in　CSF　with　the
clinical　symptoms，　and　other　laboratory　findings．　ln
One－factor　ANOVA　test　and　Kruskal－Wallis　test，　the　age
of　patients　did　not　significantly　correlate　with　the　cell
count，　glucose，　Cl　or　protein　in　CSF．　Additionally　the
number　of　copies　in　CSF　did　not　significantly　correlate
with　the　cell　count　（P　value＝　O．189），　glucose　（P　value＝
O．849），　and　Cl　（P　value＝O．074）　in　CSF．　However
there　was　a　significant　correlation　between　the　number
of　copies and　concentration　of　protein　in　CSF　（P
value＝O．027）　（Fig．　2－A　＆　B），　but　there　was　no　correla－
tion　between　the　different　levels　of　severity　and　concen－
tration　of　protein　in　CSF　（P　value＝＝O．054）．　There　was
no　significant　correlation　between　the　number　of　copies
and　each　clinical　symptom（duratiQn　of　fever二Pval－
ue＝O．822，　c scious　levels　on　admission：　P　value＝
O．840，　perio 　of　unconsciousness，　convulsive　numbers
during　observation：　P　value＝O．629，　duration　of　con－
vulsion：　P v lue＝O．653）．　The　viral　loads　in　patients
under　4　years　old　were　higher　than　those　in　patients　over
4　years　old．　ln　patients　under　1　year　old　the　symptoms
were　mild　although　they　had　a　high　viral　load．
Accordingly　viral　loads　in　patients　over　4　years　old　are
low and　with　mostly　mild　symptoms　in　this　study．　The
number　of　copies in　patients　under　4　years　old　tended　to
become　more　than　5，000　in　comparison　with　those　over
4　years　old　in　Fisher’s　exact　probability　test　（P　value＝
O．024）．　ln　addition，　the　number　of　copies　in　patients
between　1　to　4　years　old　tended　to　become　more　than
5，000　in　comparison　with　those　over　4　years　old　（P
value＝O．020）．　Therefore　we　divided　the　patients　into
Table　3　Evaluation　of　sensitivity　and　specificity　of
　　　　　　　quantitative　assay　age　ofthe　patients　and　corre－
　　　　　　　lation　with　examination　of　cerebrospinal　fluid
　　　　　　　evidence
Quantitative　assay　used
　　　　LightCycler
Positive　Negative　Total
Nested－PCR
Posi ive
Negative
　Tota1
73
　7
80
10
15
25
83
22
105
Xsensitivity＝73／（73十10）＝88．0％
Xspecifici y＝15／（7十15）＝68．2％
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510
patientl　CCTAACTGCG　GAGCAGATAC　CGACAAACCA　GTGGGCTGTG　TGTCGTAATG　GGTAACTCTG　CngCGTG　TTTCCTTTTA　TTCTTACAT
patient2
patient3
patient4
patient5
patient6
Echo9
Echo30
Echo30
Echo30
CoxB5
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Protein　in　CSF　and　number　ofcopies
Copics（／pl）
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Fig．2　2－A：　Protein　in　CSF　and　number　of　copies
　　　　　　　2－B：　Cell　count　in　CSF　and　number　of　copies
3000
Table　4　Association　between　number　of　copies　and　age　categories
Age
（year）
Number　of　copies
〈　5，000 ）　5，000 Total Fisher’s　exact　probability　test：　P　value＝（　）
〈1
1”v4
＞4
15
8
16
6
6
1
21
14
17
：1：：：訓（…82）
（O．024） （O．729）
Tota1 39 13 52
three　age　categories　（under　1　year　old，　between　1　to　4
years　old，　over　4　years　old）　（Table　4）．　We　examined
them　whether　there　were　significant　differences　of　sever－
ity　with　less　than　5，000　copies　or　with　5，000　or　more　in
each　group．　ln　Mann－Whitney’s　U　test　and　Student’s
t－test，　there　was　no　significant　association　with　the
number　of　copies　and　severity　on　the　same　year　age．
（under　1　year　o　ld：　P　value＝　O．527，　between　1　to　4　years
old：　P　value＝O．774，　over　4　years　old：　statistical　analy－
sis is impossible　because　of　shortage　of　samples）．
Discussion
　　In　this　study　we　developed　a　highly　sensitive　and
conven ent　quantitative　method　for　EV．　Until　now
seven　methods　of　quantitative　assay　of　EV　has　been
reported；LightCycler　technology；SYBRGreen　and
（4）
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hybridizatjon　probe　assays7），　one－step　multiplex　PCR
method　based　on　TaqMan　technology　which　contains
two　dual－labeled　fluorogenic　probes　to　quantify　the　5’
non－coding　region　of　EV8一’O），　after　one－tube－RT－PCR，
RNA　was　detected　by　differential　hybridization　with
specific　probes　and　a　fluorimetric　reaction’i），　an　EV
specific　RT－PCR　ELISA　assay’2），　competitive　reverse
transcriptase－polymerase　chain　reactioni3），　one－step　RT－
PCR　using　SYBRGreeni‘）．　Among　these　methods
quantification　assay　using　Light　Cycle　and　TaqMan
probe　is　one　of　the　most　reliable　and　time－saving
methods．　We　compared　the　sensitivity　and　specificity
with　those　of　one－step　RT－PCR　using　SYBRGreen　in
one　tube，　and　they　were　83％，　and　33Yo　（data　not　shown）．
Moreover　in　our　method　the　results　are　shown　within　a
short　time　since　LightCycler　was　real－time　PCR．　Our
new　method　is　specific　since　2　specific　primers　and　a
TaqMan　probe　were　used．　So　far，　there　has　been　no
incompatible　sequence　from　clinical　samples　in　our
laboratories．　Since　EV　has　many　variations　worldwide，
it　is　needed　to　assay　in　CSF　from　various　geographical
regions．　According　BLAST　search　echo　2，　6，7，11，13，
16，　18，　Bl，　B4，　B5，　entero　71　from　several　countries　com－
pletely　matched　our　probe．
　　PCR　techniques　have　proved　to　be　more　sensitive
than　traditional　cell　culture　in　the　diagnosis　of　EV
infections　and　are　widely　used　in　clinical　virus　labora－
tories．　However，　it　is　not　known　what　kind　of　factor
can　reflect　the　severity　of　meningitis．　Gene　detection　is
not　usefu1　for　detection　the　prognosis　and　deciding　on
therapy，　and　cell　count　and　concentration　of　protein　do
not　reflect　the　severity，　but　most　likely　the　viral　load．　ln
this　study，　severe　cases　were　limited　to　between　1　and　4
years　old．　ln　most　cases，　more　than　4　years　of　age，　the
viral　load　was　less　than　5，000　copies．　On　the　other
hand，　in　patients　under　1　year　the　viral　load　did　not
correlate　with　the　clinical　symptoms．
　　In　works　on　DNA　virus，　viral　loads　of　varicella－zoster
virus　（VZV）　and　herpes　simplex　virus　are　reported　to
correlate　with　the　neurological　course　ofthe　diseases　and
have　prognostic　relevance．　Aberle　reported　that　high
copy　numbers　of　VZV　DNA　in　CSF　were　clearly
associated　with　the　severity　of　neurological　diseases　and
none　of　the　patients　with　a　VZV　viral　load　below　10
copies　had　a　disease　course　which　required　intensive
carei5）．　On　the　other　hand　HSV－1　burden　in　the　CSF
did　not　clearly　correlate　with　the　severity　ofclinical　signs
or　the　degree　of　cranial　imaging　findings　and　overall
outcome，　although　DNA　decreased　gradually　and
disappeared　or　was　barely　detectable　after　treatment　with
acycloviri6）．　Accordingly，　in　herpes　simplex　virus
encephalitis，　indirect　virus－mediated　mechanisms　of　tis－
sue　damage　may　contribute　to　tissue　damage　and　neur－
ological　sequelae．
　　In　works　on　RNA virus，　viral　loads　of　HIV－1　in　CSF
were　compared　with　neurological　status；　the　subjects
were　HIV　with　dementia　（HIV－D），　HIV　with　minor
neurological　signs　（HIV－MCMD），　and　neurologically
normal　HIV－seropositive　individuals　（HIV－NML）．
Mean　CSF　HIV RNA　levels　were　significantly　higher　in
those　with　dementia　after　adj　usting　for　CD4　count　and
c rrelated　with　the　dementia　severity，　and　it　was　con－
cluded　that　viral　load　and　CNS　immune　activation　are
important　detei’minants　of　neurological　diseases’7）．
Brouwers　r ported　that　viral　load　is　related　to　cortical
a rophyi8）．　Geraci　reported　that　AIDS　myelopathy　is
not　associated　w th　elevated　HIV　viral　load　in　cere－
brospinal　fluidi9）．
　From　our　results　the　neurological　prognosis　and
neurological　sequelae　can　be　anticipated　in　patients　aged
1　to　4　years，　and　specific　therapies　could　be　started　in　an
early　stage．　ln　Japan，　intravenous　7－globulin　is　the
only　specific　drug to　treat　enteroviral　infections．　How－
ever　 t　is n t　likely　to　reach　the　central　nervous　system．
Recently　Pleoconaril，　a　novel　antipicornaviral　drug　was
established　and　reported　to　be　dramatically　effective　in
the　treatment　of　the　central　nervous　infection　of　EV20）．
In　order　to　save　unfortunate　children　with　severe　se－
quelae　the　drug　should　be　made　available　worldwide．
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定量的分析法を用いた髄液中のエンテロウイルスのウイルス定量と臨床症状
天　羽　将　博
武　隈
　河　島　尚　志
孝　治　　　星　加
東京医科大学小児科学講座
高　見
明　徳
剛
【要旨】　これまでに幾つかのエンテロウイルスの定量的遺伝子測定法が報告されてきた。しかしながらその臨床的意義は
知られていない。本研究において、我々は高感度の定量法を開発し、ウイルス量の臨床的意義を明らかにするために脳脊
髄液中のエンテロウイルスの量を調査し検討した。ライトサイクラーと、以前から得られている塩基配列データに基づく
5ノ側の非翻訳領域に共通した特異的なTaqMan　probeを用いたりアルタイムPCRを開発した。髄膜炎と脳炎の患者から
の髄液を対象とした。結果、髄液中のウイルスのコピー数と重症度の違いに相関を認めなかった。コピー数と髄液の細胞
数・糖・Clとの相関も認められなかった。一方、髄液中のウイルスコピー数と髄液蛋白量の問には有意の相関を認めた。
一方、4歳未満の患者のウイルス量は4歳以上の患者のそれらより明らかに高値であった。中等度および重症の症例は1
～4歳の患者に集中する傾向があり、ウイルスによる直接的な神経障害が後遺症と神経症状に相関するものと考えられ
た。以上の結果よりエンテロウイルスの定量的遺伝子測定法は、1～4歳の幼児期の中枢神経感染症において有用であるこ
とが確認された。
〈キーワード〉エンテロウイルス、定量法、タックマン、PCR、髄膜炎、痙攣
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